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論 文 内 容 要 旨
過酸化水素検出型バイオセンサの多 くは,式1の反応を触媒する酸化酵素を分子認識素子 として用いる。
顧+。 、_墜 …レ 生成物+H、 。、 …(1)
過酸化水素の生成速度は酵素量が十分に多いときには基質(被 検物質)濃度 と比例関係 にあるため,過酸
化水素を電極上で酸化 して得 られる応答電流か ら,測定試料 中の基質濃度 を測定することが可能である
(式2)。
H,。,一qレ2H・+。 、+2e一 …(2)
従 って,過 酸化水 素 と同程度 もしくはよ り低 い酸化電位 を持つ物質が共存す る系で は,基 質 を特異的 に検
出す る ことがで き1ない。例 えば,臨 床分析 などで生体試料 を分析対 象物 とした場合,ビ タ ミンC(VC),
尿酸(UA)お よびアセ ン トア ミノフェン(AA)な どは過酸化水素が酸化 され る電位 において容 易に酸化
されるため過酸化水素検 出型バ イオセ ンサに妨害 を与 える。 これ らの影響 を除去す るため には,こ れ らの
物質が電極上へ到達す るこ とを阻止 する必要があ る。
そこで本研 究では高分子交互累積膜(PEM)法 を用い て,H202選択透過膜(妨 害 除去膜)を 電極 に被覆
し,さ らに式3の 反応 を触媒す るウ リカーゼ(UOx)を 固定化 し,測 定溶液 中の還元性物質の影響 を受け
ないH202検出型尿酸 セ ンサの作 製 と評価 を行 った。
尿 酸+0、 過Lレ アラ ン トイン+CO、+H20、 ...(3)
本法 は,高 分子 電解 質同士の静電的相互作用 を利用 した交互累積膜作 製技術 であ り,形 成 され る累積膜
はナノメー ター レベル と極 めて薄いため,膜 透過性 に起 因す る応答遅延 と出力低下 を最小限 に とどめ るこ
とが で きると考え られる。 また,用 い る高分子電解 質の種類お よび作 製条件 により累積構造 を任意 に制御
可能 であ ることか ら,膜 の物質透過特性 を制御す ることも可能 になる と考え られる。
本研究 では妨害 除去膜 の作 製に,カ チオ ン性 高分子 と して ポ リア リルア ミン(PAA),ポリエチ レンイ
ミン(PEI)およびポ リジア リル ジメチ ルア ミン(PDDA),ア ニオ ン性 高分子 と して ポ リ ビニ ル硫 酸
(PVS)とポ リスチ レンスルホ ン酸(PSS)を使用 した。PAAは1モ ノマー単位当た り1つ の1級 ア ミンを
持つ直鎖状 高分子 であ り柔軟 な構i造を持つ。PEIは1級ア ミン:2級 ア ミン:3級 ア ミン=1:2:!の
割合 で含有す る分岐状 高分子 である。PDDAは4級 ア ミンを持 ち,PAAと同様 に直鎖状高分子で あるが分
子 内に環状構造 を持つため,立 体 的な構造変化が制限 され た剛直 な構 造 をとる。 また,PVSとPSSは一so3'
を持つ強電解質性 高分子 であるが,PSSは分子 内に芳香環 を持つためPEMと した時の積層 状態が,PVSを
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用いた場 合 と異 なる と予想 され る。そ こで本研究 では,こ れ らの種 々の高分子電解質溶液 を用 いて,電 極
状 に高分子電解質 を累積 しPEMとした。
まずPAAとPVSで調製 した高分子交互 累積膜 を白金 電極上 に形成 し,得 られた修飾電極 によるH202の
選択 的検 出 につ い て検 討 を行 った 。未 修 飾 白金 電 極 の 場 合,0.lmMVC,UAお よびAAの+0.6V
vs.Ag/AgClに対す る応答電流 は,そ れぞれ過酸化 水素 に対 する応答比 でVC;51%,UA;65%,AA;43%とな
り,過 酸 化水 素 の選択 的検:出が で きない こ とは明 らかで あ る。 これ に対 して,D-PBSにて調 製 した
PAAIPVS累積膜 では4層 積層す ることで,過 酸化水素 に対す る応答比 でVC,UAお よびAAの 応答 を1%
以 下 にまで減少 させ るこ とが で きた。 また,蒸 留水で調製 した累積膜 のVC,UAお よびAAに 対す る応答
は,過 酸化水素 に対す る応答比 で約5%ま で減少 した。 これ らの結果 は,過 酸化水素 の分子サ イズがVC,
UAお よびAAに 比べ て小 さいため,過 酸化水素 のみが選択的 に(PAAIPVS)2累積膜 を透過 で きたため と
考 え られる。 これ らの結果か ら,(PAAIPVS)、累積膜 を用 いて過酸化水 素選択 透過膜 の作 製が可能 となっ
た。 しか し,ポ リマー溶液の イオ ン強度の違い によって(PAAIPVS)2膜の過酸化水素選択性 に差が見 られ
た。 イオン強度の高いD-PBSを用いて調 製 した累積膜 は蒸留水 で作 製 した場合 よ りも膜厚が厚 くな り比較
的密 な状 態で膜 が形成 されている と考 えられ る。そ の結果 として,D-PBSと蒸留水で作製 したPEMで は
過酸化水 素選択 透過性 に違いが生 じた と考 え られる。
.続いて,PAAIPSS,PEIIPVSおよびPDDAIPVS累積膜 の積層数 と各還元性物質 の応答電流の関係 につい
て評価 した。PAAIPSS累積膜 をD-PBSで調 製 した場 合,各 物 質 に対 してPAAIPVS累積膜 と同様 の透過制
限作用 を示 し,4層 累積す ることで過酸化 水素 に対 する応答比 でVC,UAお よびAAの 応答 を約5%程 度
に まで 減少 させ る こ とが で きた。PAAIPVS累積 膜 と比 較 す る と透 過 制 限 作 用 は や や低 か った が,
PAAIPSS累積膜 も過酸化水素選択透過膜 と して利用で きた。 このPAAIPVS累積膜 とPAAIPSS累積 膜の透
過性の違い は用い るポ リアニ オンの構造 の違 いに よると考 えられ る。PSSはPVSと同 じく直鎖状高分子 で
あ るが,分 子内 に芳香環 を持つ ため累積膜 と した場合比較的疎 な状 態で累積 され,物 質 に対す る透過性 が
高 くなったと考 えられる。次 にPEIIPVS累積膜 お よびPDDAIPVS累積膜 の各物 質に対す る応答電流か ら物
質 の透過[生を評価 した。(PEIIPVS)2PEI累積膜で は過酸化水素 に対 する応 答比でVC,UAが 約80%,AA
が約27%と なった。 さらに積層数 を増加 させて もVC,UAお よびAAに 対 する応答 は過酸化水素の応答 と
比較 して無視で きる もので はな く,PEIIPVS累積膜は過酸化水素選択透過性 を示 さなか った。PDDAIPVS
累 積 膜 を用 い た場 合 には応 答電 流 の 減 少 が観 察 され なか っ た。 これ らの結 果 は,PEIIPVSおよび
PDDAIPVS累積膜修飾電極で は過酸化水 素の選択 的検 出炉で きない ことを示 している。 また,D-PBSにて
調製 した(PAAIPVS)、累積膜修飾電極 を用いて過酸化水素 に対 する検量線 を作製 した ところ,VCとUA
存在下 において1×10'5M以上 のH202が測定 可能 であった。 これ らの結果 はPAAIPVS膜が電流測定型バ イ
オセ ンサ に適用 可能であ ることを示唆 してい る。
次 に,作 製 した過酸化水素選択透過膜 のバ イオセ ンサへの適用 について評価 した。本研究で はモデル酵
素 と して尿酸酸化酵 素(UOx)を 用 いた。UOxは等電点が5.6で,pH7.0-ll.0では安定であ る。従 って中
性 か ら弱塩基性領域で は,正 の電荷 を有 する高分子電解質(PAAやPEI)とPEMを作製す るこ とが可能 と
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な る。 また,UOxは式3の 反応 を触媒す るので,生 成す るH202を電 極上で検 出す るこ とに よ り基 質であ
るUAの 濃度 を評価す るこ とが で きる。 しか し,UAは 過酸化水素が電極上 で酸 化 され る電位 において容
易 に酸 化 され電流 が流れるため,UA自 身が測定 の妨 げ となる。そ こで,最 も過酸化水素 に対 する選択 透
過性 が高い(PAA/PVS)2累積膜 とPEM法によ り作製 したUOx累積膜 を組 み合 わせ て過酸化水素検 出型尿
酸 セ ンサ の作製 を試 みた。
まず(UOx/PAA).UOx累積膜の作製条件 を検討 した ところ,PAAを2mg/mLの8g/LNaCl水溶液,UOx
を0.1mg/mLホウ酸緩衝 液(pH8.5)で調製 して作製 した累積膜 にお いて最 も高い尿酸応答 を示 した。また,
本塁積膜 を10層積層 す るとVCお よびAA存 在 下 において尿酸 の検 出限界 は1.0×10'Ll.0×10'3Mとな
り,本 条件 下では選択 的 に尿酸の測定が可能であ るこ とが示 された。 しか し,PAAIUOx累積膜 は,2つ
の欠点 を有 してい るこ とがわか った。 まず,PAAの 固定化操作時 に膜 中か らUOxが一部脱離す る。 さら
に,膜 の基質(UA)の 透過性が悪 く(PAAIUOx),膜を6層 以上積層 して も応答電流 の増加が見 られ ない。
そこで,PAAの 替わ りにPEIを用 いてPEIIUOx累積膜 を作製 し,こ れ らの欠点の改善 を試み た。PEIIUOx
累積膜 はUAが 迅速 に膜 中へ拡 散 し,さ ら に積層 操作 に よるUOxの 脱離 は観察 され なか った。 また,
PEIIUOx累積膜修飾電極 もPAAを用 いた場合 と同様 に,酵 素反応 で生成 した過 酸化水素 のみ を選択的 に検
出す ることが可能で あった。
この ように高分子 交互累積膜法 を用 いて透過制限膜 とUOx累積膜 を組み合 わせ る ことによ り,こ れ ま
で作製 が困難 であ った過酸化水素検 出型尿 酸セ ンサ の作 製が可能 となった。 また,PEM法 は作 製条件 に
よって物質の透過性 を制御す るこ とが可能であ り,酵 素や抗体 などの機 能性 タンパ ク質 を未修飾の状態で
累積膜 とす る ことがで きるので活性 の低下 を防 ぐことが可能 となる。 これ らの ことか らPEM法は,多 く
の過酸化水素検 出型バ イオセ ンサの感度 と選択性 の向上 に も寄与す るもの として期待 され る。
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審 査 結 果 の 要 旨
電気化学バイオセンサは環境分析や医療分析において利用価値が高 く,高性能バイオセンサの開発研究
が広範 に実施 されている。バイオセンサの高性能化における中心課題のひとつは,試料中に共存する妨害
物質に影響 されずに目的物のみを計測することのできる高選択性センサを開発することである。
本研究は,高分子交互累積膜 という新 しいナノ材料を利用した高選択性バイオセンサの開発に関するも
のである。すなわち,白金電極表面にポリアニオンとポリカチオンを交:互に累積固定化 した交互累積膜を
被覆 して物質の選択透過性を付与 し,これ と固定化酵素を組み合わせることにより高性能バイオセンサを
実現 した。はじめに,交互累積膜を作製する高分子材料の適否について検討を行い,ポ リアリルアミンと
ポリビニル硫酸を用いるときに最 も良好な選択透過膜 となることを明 らかにした。高分子交互累積膜の作
製には,従来から種々の高分子材料が用いられてきたが,選択透過性に関する検討は行われておらず本研
究ではじめて得 られた成果である。過酸化水素,ア スコルビン酸,尿 酸,ア セ トア ミノフェンについて選
択透過性の検討 を行い,過酸化水素のみを透過 させるごとに成功 した。アスコルビン酸や尿酸は血液中に
存在する潜在的妨害物質であ り,これらの妨害を除去する方法が確立された点できわめて価値の高い研究
成果である。これらの妨害を除去する際には従来はナフィオンなどの高分子材料が用い られてきたが,こ
れらは厚い膜であるために応答が遅 くなるなどの不都合があった。一方,本 研究で採用 した高分子交互累
積膜はナノメーターレベルの分子薄膜であるために,セ ンサは速い応答を示 した。この点でも,高分子交
互累積膜法の優i位性を確立 したものと評価することができる。
さらに,高分子交互累積膜は固定化酵素担体 としても有用であることが示 された。すなわち,中性付近
で負電荷 をもつウリカーゼとポリカチオンを電極表面に交互 に累積固定化できることが示された。このよ
うにして固定化 されたウリカーゼは累積膜中で も触媒活性 を保持 してお り,尿酸濃度を測定するバイオセ
ンサとして機能することを明らかにした。尿酸自身が妨害物質となるために,尿酸測定用バイオセンサの
開発はこれまで困難とされてきたが,本研究は交互累積膜を採用することによりこの問題を解決 した。以
上のごとく,本研究は高分子交互累積膜 を用いて医療用バイオセンサ の高性能化に成功 し,薬学領域に
大 きく貢献するものである。
よって,本論文は博士(薬 学)の 学位論文 として合格と認める。
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